تعيين ميزان باقيمانده جنتامايسين در شير خام تحويلی به كارخانه شير پاستوريزه مشهد و شير پاستوريزه حاصل از همان شير خام
دكتر امير هوشنگ فلاح راد، دكتر محمد محسن زاده
 و حميد رضا اسدپور

چكيده 

از نظر استاندارد های بین المللی وجود آنتي بيوتيك ها در شير و فرآورده هاي شيري قابل تحمل نمي باشند زیرا که ممکن است در مصرف كننده موجب عكس العمل هاي آلرژيك و مشكلات گوارشي گردد. تمامي آنتي بيوتيك ها پس از استفاده تا مدتی، در شير خام ظاهر مي شوند. از طرفی وجود آنتي بيوتيك در شير موجب اختلال در فعاليت هاي تخميري لازم در فرآيند توليد پنير، كره و غيره می شود لذا وجود آنتي بيوتيك ها در شيرخام بايد توسط كارخانه هاي شير پاستوريزه كنترل گردد. آمينوگليكوزيد ها از جمله جنتامايسين دردرمان ورم پستان گاو هاي شيري بصورت عمومي و يا داخل پستاني استفاده مي گردند. یکی از بهترين روش ها براي تعيين وجود جنتامايسين در مواد غذائي ELISA است كه داراي حساسيت و ويژگي زيادي است. در مطالعه حاضر، 68 نمونه شير شامل 40 نمونه از شير خام مخزن دامداريهاي طرف قرارداد با كارخانه هاي شير پاستوريزه مشهد و 28 نمونه شير پاستوريزه از همان كارخانه ها بوسيله كيت هاي جنتامايسين مورد آزمايش قرار گرفتند. نتايج نشان داد كه 6 نمونه شير خام و 2 نمونه شير پاستوريزه  (76/11% از كل نمونه هاي شير خام و پاستوريزه) آلوده به جنتامايسين بوده و 60 نمونه (24/88%) داراي باقيمانده جنتامايسين نبودند. در شير هاي آلوده، بالاترين غلظت آنتي بيوتيك در دامنه 63/0 الي 25/1 نانوگرم در ميلي ليتر شير بوده و حداقل غلظت آنتي بيوتيك در دامنه 3/0 الي 625/0 نانوگرم در ميلي ليتر قرار داشت. ميزان آنتي بيوتيك در شير خام و پاستوريزه تفاوت معني داري نداشت (05/0 P>). براي داشتن ارزیابی دقيق تر بايد نمونه ها با روش هاي ديگري مانند HPLC نیز مورد تاييد قرار می گرفت. به هر حال نتايج اين آزمايش نشان دهنده لزوم پايش (monitoring) دائمي شير خام و پاستوريزه براي احراز سلامت شير و فرآورده هاي شيري مورد مصرف انسان مي باشد.
واژه هاي كليدي: آنتي بيوتيك، شير پاستوريزه، شیر خام، جنتامايسين. 
مقدمه و هدف: 

شير در معرض آلودگي هاي شيميايي زيادي قراردارد. اين مواد از طريق درمان گاو ، جيره غذايي، محيط شيردوشي و فرآيند توليد در كارخانه وارد شير مي شوند، بنابراين لازم است كه از طريق كنترل دقيق، خطر آلودگي را به حداقل رساند. آلوده كننده هاي شيميايي شير عبارتند از: آنتي بيوتيكها، هورمونها، ضدعفوني كننده ها، نيتريتها، نيتراتها و نيتروزآمينها، حشره كشها،  سموم قارچي، فلزات سمي، دي اكسينها و غیره (4). از آنتي بيوتيكها به منظوركنترل بيماريهاي سيستميك و موضعي در گله هاي گاوشيري استفاده مي شود، كنترل ورم پستان متداول ترين مورد مصرف آنتي بيوتيكها ميباشد، آنتي بيوتيكهاي محلول در چربي نسبت به آنتي بيوتيكهاي محلول در آب مدت طولاني تري در پستان باقي مي مانند (15).
باقيمانده آنتي بيوتيكها در شير نامطلوب است زيرا باعث گسترش سويه هاي ارگانيسمي مقاوم به  آنتي بيوتيكها در انسان مي شود و در موارد لزوم به درمان آنتي بيوتيكي جواب نخواهد داد، همچنين برخي از افراد خصوصا كودكان كه قسمت عمده جيره غذايي آنها را شير تشكيل مي دهد نسبت به آنتي بيوتيكها حساسيت بيشتري دارند (2). در تاييد اين مطلب مي توان به حساسيت بعضی افراد به مقادير ناچيز پني سيلين در غذا اشاره کرد. علاوه بر اين آنتي بيوتيكها در شير موجب از بين رفتن باكتريهاي مفيد مورد استفاده در توليد پنيرو ماست و سایر فرآورده های تخمیر شده مي شوند. بنابراين وجود آنتي بيوتيكها در شير علاوه بر ايجاد مشكل براي سلامتي، باعث كاهش كيفيت و ميزان محصولات توليدي نيز مي گردند (2).
براي تعیین باقيمانده آنتي بيوتيك در شير روشهاي مختلفي وجود دارد، بيشتر روشهاي مورد استفاده آزمايش های باز دارنده ميكروبي هستند كه تحت عنوان آزمايش های غربالي
 معروفند. اين روشها شامل رشد باكتري هائي مانند باسيلوس استئاروترموفيلوس
 است كه در صورت وجود آنتي بيوتيك در شير، رشد آن كم و يا متوقف مي شود (3). انجام آزمايش های بازدارنده باكتريايي زمان بر بوده و در نتيجه تعيين وضعيت خريد شير از دامدار به بعد از انجام فرآيند آزمايش شير موكول ميشود. در حال حاضر آزمايش های سريعتري چون الايزا
 و راديو ايميونواسي
 انجام می گیرد كه در مدت كمي، (30-10 دقيقه) تصميم گيري براي عدم دريافت شير خام و حفظ ايمني مصرف كننده را امكان پذير ميسازد. در آزمايش های سريع از پادتنهاي اختصاصي براي تشخيص باقيمانده آنتي بيوتيكها در شير خام استفاده ميشود. انجام اين آزمايش ها توسط كيت هاي موجود، اندازه گيري مقادير كم ppb 1 (ng/ml 1) آنتي بيوتيك در شير به مدت 10 الي 30 دقيقه و بدون نياز به مهارت خاص امكان پذير است، جريمه نقدي بر اساس آزمايش های بازدارنده هاي ميكروبي در بيشتر كشورها اعمال شده و موفق بوده است (5). 
از آنجا كه آمينوگليكوزيدها در بدن متابوليزه نگرديده و بدون تغيير از كليه ها دفع مي شوند هيچ كاهشي در ميزان فعاليت ضد ميكروبي آنها در كل بافتهاي قابل مصرف
 و شير وجود ندارد. لذا فعاليت آنتي باكتريال جنتامايسين در شير نيز ادامه پيدا مي كند كه تقريبا 90 درصد اين فعاليت ها به حلقه هاي آميني ‍‍C1, C1a , C2 , C2a ملكول آن مربوط مي شود (1). در مطالعات مختلفي كه توسط كميته مشترك اروپا انجام گرفت تزريق درون پستاني و عضلاني جنتامايسين در دوزهاي متفاوت حداقل و حداكثر درماني سبب ظهور اين دارو در کمتر از 30 دقیقه در شير گاو گردیده و بین 3 الی 12 ساعت به حداكثر و 36 الي 132 ساعت پس از آخرين تزريق به حداقل قابل قبول كاهش يافت. در اين آزمايشات وجود جنتامايسين با استفاده از استافيلوكوكوس اپيدرميديس
 مورد بررسي قرار گرفته بود (8).
دامداران معمولاً بخوبي از دلايل لزوم عدم وجود آنتي بيوتيكها در شير، جريمه نقدي و حتي پيگرد قانوني مصرف غير مجاز آنتي بيوتيكها آگاه نيستند. بنابر اين با توجه به خطرات بهداشتي باقيمانده هاي دارويي از جمله جنتامايسين، و همچنين به دليل ضررهاي اقتصادي و صنعتي وارد شده به كارخانه های تولید فرآورده های لبنی بايد اين مواد در شير اندازه گيري شوند. لذا اين پژوهش به منظور تعيين مقدار باقي مانده جنتامايسين در نمونه هاي شير خام مخازن ذخيره تعدادي از گاوداريهاي صنعتي مشهد تحويلي به كارخانه شير پاستوريزه و همچنين شير پاستوريزه توليد و عرضه شده در بازار به روش الايزا انجام گرديد. 
مواد و روش ها:
مواد مورد استفاده عبارت بودند از: كيت استاندارد اندازه گيري جنتامايسين توليدي شركت TECNA( حاوي محلول هاي استاندارد جنتامايسين در مقادير صفر ، 3125/0، 625/0، 25/1، 5/2 و 5 نانوگرم در ميلي ليتر، محلول كونژوگه آنزيمي ليوفيليزه به شكل سوسپانسيون، محلول رقيق شده شستشو، محلول رقيق كننده كونژوگه آنزيمي، محلول كروموژن جهت انجام واكنش رنگي رقيق شده با بافر سيترات، محلول بازدارنده
 حاوي اسيد سولفوريك 2 مولار، محلول بافر سيترات جهت تهيه محلول سوبسترا - كروموژن، محلول بافر رقيق كننده جهت تهيه استانداردهاي جنتامايسين كه به نسبت 1:10 با آب مقطر رقيق مي شد.
در شش ماهه دوم سال 1384 تعداد 40 نمونه شير خام از مخازن ذخيره تعدادي از گاوداريهاي صنعتي تحويلي به كارخانه شير پاستوريزه مشهد و 28 نمونه شير پاستوريزه اخذ گرديد. در هر بارنمونه گيري بعد از مخلوط كردن كامل شير مخزن مقدار 10 ميلي ليتر شير اخذ شده و در مجاورت يخ در اسرع وقت به آزمايشگاه ارسال مي گرديد. گاهی دو يا چند تانک شیر خام دامداریهای کوچکتر با شیر دامداریهای بزرگتر مخلوط شده و جهت پاستوریزاسیون ارسال می گردید. این امر سبب رقیق شدن میزان جنتا مایسین می گردید که البته از نظر آماری معنی دار نبود. نمونه ها پس از آماده سازي مطابق دستورالعمل كيت جنتامايسين و طي مراحل آزمايش، به كمك دستگاه ELISA Reader ساخت شركت BIOTEK Instruments در طول موج 450 نانومتر مورد بررسي قرار گرفتند. كيت مورد استفاده داراي قابليت تشخيص 3/0 تا 5 نانوگرم در ميلي ليتر جنتامايسين در نمونه هاي شير بود. ميزان بازيافت
 جنتامايسين با اين روش در نمونه هاي شير 84 درصد با ضريب خطاي 7 درصد (  C.V. ≤ 7 %) بودند. .همچنين نمونه كنترل منفي از گاوي كه هيچگونه سابقه درمان دارويي نداشت تهيه گرديد. چربي نمونه ها بوسيله سانتريفوژ يخچال دار در 4 درجه سانتيگراد و g 1500 بمدت 10 دقيقه جدا گرديد.
جهت انجام واكنش تشخيصي الايزا، ابتدا نمونه ها با ورتكس بطور كامل يكنواخت گرديده سپس به ترتيب مقدار 20 ميكروليتر از محلول هاي استاندارد جنتامايسين، نمونه هاي مورد آزمايش و محلول رقيق كننده به چاهك هاي مربوطه اضافه گرديد. سپس 100 ميكروليتر از محلول كونژوگه آنزيمي به هر چاهك افزوده شده و با تكان دادن ميكروپليت با حركات چرخشي به مدت چند ثانيه كاملا مخلوط مي گرديد. ميكروپليت به مدت 20 دقيقه در درجه حرارت اتاق و بدور از نور در انكوباتور قرار داده مي شد. سپس ابتدا محتويات چاهك هاي ميكرو پليت تخليه گرديده و بوسيله دستگاه شستشو دهنده اتوماتيك 3 بار چاهك ها شستشو داده شده، سپس قطرات باقيمانده در سطح داخلي چاهك ها بطور كامل با ضربه زدن ميكروپليت روي چند لايه دستمال كاغذي خشك، خارج گرديد. در مرحله بعد مقدار 120 ميكروليتر از محلول توسعه (سوبسترا و كروموژن) به هريك از چاهك ها اضافه گرديد. بعد از تكان دادن چرخشي، ميكروپليت به مدت 10 دقيقه در دماي 25 درجه سانتيگراد و بدور از نور در انكوباتور قرار داده شده و در پايان اين مرحله واكنش رنگي صورت مي گرفت كه با افزودن محلول بازدارنده به مقدار 50 ميكروليتر به هر يك از چاهك ها رنگ آبي به زرد تغيير مي يافت. پليت ها با قرائت گرELISA  در طول موج 450 نانومتر خوانده شده و اطلاعات مربوط به ميزان جذب (OD) هر چاهك به تفكيك مشخص گرديد. اين اطلاعات شامل ميزان جذب در  استانداردها و چاهك های نمونه و غلظت جنتامايسين بر حسب نانو گرم در ميلي ليتر براي نمونه هاي مثبت بود . 

براي محاسبه نتايج، ميانگين جذب نمونه ها و يا استانداردها را به دست آورده و بر جذب استاندارد صفر كه بيشترين جذب را داشت ( 100 % ) تقسيم كرده و در عدد 100 ضرب و نتيجه مطابق فرمول زير به دست آمد
. 
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شكل 1: منحنی استاندارد مربوط به کيت جنتامايسين
مقادیر محاسبه شده براي استانداردها در يك كاغذ نيمه لگاريتمي در مقابل غلظت جنتامايسين بر حسب نانوگرم در ميلي ليتر قرار داده شد و منحني استاندارد مطابق شكل 1 رسم گرديد. تجزیه و تحلیل نتايج بدست آمده با نرم افزارآماريSPSS  انجام شده و مقايسه بين ميزان آلودگي نمونه هاي شير خام و شير پاستوريزه به جنتا مایسین با آزمون ANOVA مورد ارزيابي قرارگرفت. مقادیر 05/0P< معنی دار محسوب گردید.
.
نتايج و بحث
از مجموع 68 نمونه بررسي شده 76/11درصد داراي باقيمانده جنتامايسين بوده و در 24/88 درصد آلودگي تشخيص داده نشد (جدول شماره 1).

جدول شماره 1- ميزان باقيمانده جنتامايسين در نمونه های شير (ng/ml)

	منبع نمونه
	نمونه آزمايش شده 
	نمونه مثبت
	نمونه منفي
	توزيع نمونه هاي مثبت در محدوده استاندارد

	
	
	
	
	625/0-3/0
	25/1-63/0
	5/2-26/1
	5-51/2
	5>

	شير خام
	40
	6
	34
	صفر
	2
	1
	2
	1

	شير پاستوريزه
	28
	2
	26
	صفر
	1
	1
	صفر
	صفر

	جمع كل (%)
	68
	(76/11)8 
	(24/88)60
	صفر
	(5/37) 3
	(25) 2
	(25) 2
	(5/12) 1


همانطور که در جدول شماره 1 مشاهده مي شود بيشترين ميزان آلودگي در محدوده غلظتهاي استاندارد 25/1-63/0 نانوگرم در ميلي ليتر بوده و كمترين ميزان ميانگين آلودگي در محدوده غلظتهاي 625/0-3/0 بوده است. در ارزيابي آماري و مقايسه اي كه بين ميزان آلودگي نمونه هاي شير خام و شير پاستوريزه انجام گرفت اختلاف معني داري بين ميزان باقيمانده جنتامايسين موجود در نمونه شير خام و شيرپاستوريزه مشاهده نگرديد (05/0P>).
روشهاي متفاوت بكار گرفته شده توسط پژوهشگران مختلف جهت اندازه گيري ميزان بقایای مواد آنتی بیوتیکی در غذاها مي تواند روي نتايج بدست آمده اثر داشته باشد. بين روش هاي ذکر شده روش  ELISA  به دليل سرعت اندازه گيري، حساسيت بالا، راحتي اندازه گيري و مقرون به صرفه بودن آن کاربرد زيادتری دارد. 

در یک بررسي که توسط Haasnoot و همكاران (11) بر روی 776 نمونه شير كه بصورت تصادفي اخذ گرديده بود انجام گرفت سه روش اندازه گیری با هم مقایسه شده و مشخص گرديد كه الايزا به عنوان يك آزمايش مناسب براي بررسي MRL آمينوگليكوزيدها از جمله جنتامايسين مطرح است. در بررسي انجام شده بوسيله آرا و همكاران (1995) (6) وجود جنتامايسين و سایر آمينوگليكوزيدها در شير گاو براي اولين بار با استفاده از روش ELISA  Sandwich و با استفاده از آنتي بادي مونوكلونال با حساسيت بالا براي جنتامايسين انجام گرفت. در آزمون مذكور آنتي بادي به فيلترهاي نيتروسلولز جذب و بلوك شده، جنتامايسين با غلظت 1/0 ميكروگرم در ميلي ليتر و بدون پاسخ مثبت كاذب تشخيص داده شد. با اين روش جنتامايسين تا 120 ساعت پس از تزريق در شير قابل اندازه گیری بود که بدليل سادگي و سرعت و دقت براي آزمايش های میدانی و آزمايشگاهي مناسب تشخيص داده شد (6). 
همانطور كه در نتايج این آزمایش قابل مشاهده است، در شير دريافتي از گاوداريها جنتامايسين وجود داشت ولی غلظت آن پايين تر از حد مجاز غلظت تعيين شده بوسيله اتحاديه اروپا (µg/ml 100) و كميته مشترك FAO/WHO  (µg/ml 200) بود به گونه اي كه تنها يك نمونه از مجموع 68 نمونه آزمايش شده (47/1%)، بالاتر از محدوده تشخيصي كيت براي ارزيابي ميزان كمي آلودگي قرار داشت. كميته مشترك FAO و سازمان بهداشت جهاني (JECFA)
 بر اساس دوز قابل پذيرش مصرف روزانه (ADI)
 (22 ميكروگرم در كيلوگرم وزن بدن)، جمعا 1320 ميكروگرم براي هر فرد 60 كيلويي و مقدار 200 ميكروگرم در ليتر شير گاو را به عنوان MRL براي جنتامايسين تعيين نموده است. مطابق قوانين آمريكا محدوده مورد قبول جنتامايسين براي شير گاو µg/Lit 50 و در اروپا µg/Lit 100 تعيين گرديده و ميزان مجاز دريافت روزانه جنتامايسين براي هر فرد µg/kg 4 وزن بدن يا µg240 براي هر فرد در نظر گرفته شده است (9). 

گريوال و همكاران(2002) (10) براي تعيين ميزان تجمع جنتامايسين در شير و سرم گاوميش و تاثيرات آن بر درمان ورم پستانی که توسط باکتری های گرم منفی (مثلا سودوموناس) ایجاد شده بود، يك دوز جنتامايسين به ميزان mg/kg 3 وزن بدن بصورت عضلاني تجويز نمودند. در اين مطالعه 5 گاوميش مبتلا به ورم پستان حاد انتخاب شد. ميزان جذب دارو بطور متوسط 83/1 ميلي گرم در ساعت و نيمه عمر آن در پلاسما 47/0 ميكروگرم در ساعت نشان داد كه پس از تجويز داخل عضلاني جنتامايسين، آنتي بيوتيك به سرعت وارد جريان خون سيستميك شده است. تكرار اين آزمايش 19 روز بعد نيز نتايج مشابهي بوجود آورد. ميزان نيمه عمر جنتامايسين در پلاسما 5/4 ساعت و مقدار انتشار آن در سرم µg/lit 36/0 تعيين گرديد. به همين ترتيب جنتامايسين در شير 5/0 ساعت پس از تجويز عضلاني به ميزان µg/ml 81/0 شناسايي گرديد. حداكثر تجمع جنتامايسين در شير، 3 ساعت پس از تجويز به ميزان µg/ml 06/1، مشاهده شد. جنتامايسين تا 24 ساعت پس از تزريق دارو در شير به ميزان ml /µg 45/0 قابل شناسايي بود (14). در پژوهشی که توسط حداد و همکاران (1986) (12)، انجام شده نيز نتایج مشابهی بدست آمد. 
با توجه به اينكه ميزان ظهور جنتامايسين در شير پس از تجويز آن به دليل دفع از كليه به تدريج كاهش يافته بعلاوه زمان دقيقي از مصرف آن در گاوهاي دامداريهايي كه شير خود را به كارخانه تحويل مي دادند در دسترس نيست و به دليل اينكه جنتامايسين در مخزن ذخيره رقيق مي گردد ميتوان چنين نتيجه گيري كرد كه غلظت جنتامايسين در شير گاو هاي درمان شده در ابتدا بيشتر از مقداري بوده است كه در پژوهش حاضر بدست آمده است. كمتر بودن تعداد نمونه هاي مثبت در شير فرآوري شده نيز به دليل رقيق شدن آنتي بيوتيك مي باشد كه قابل اندازه گيري نبوده است. 
مصرف روز افزون فرآورده هاي آنتي بيوتيكي در دامپزشكي، و متعاقباً ظهور بقاياي اين فرآورده ها در شير، گوشت و ساير توليدات حيواني مشكلات عديده اي را چه براي سلامتي و بهداشت مصرف كنندگان محصولات دامي، و چه براي صنعت لبنيات ايجاد كرده است. دامنه اين مشكلات بحدي وسيع است كه امروزه در كشورهاي مختلف از جمله آمریکا (13 و 15)، استرالیا (16)، اتحاديه اروپا (13) و انگلستان (7)، مقررات و ضوابط خاصي جهت كنترل و به حداقل رسانيدن ميزان آلودگي فرآورده هاي دامي به اين باقيمانده ها به اجرا در مي آيند. 
نتیجه گیری

با توجه به نتايج بدست آمده از اين مطالعه، مي توان نتيجه گرفت كه در حال حاضر جنتامایسین در ایران برای مصارف دامپزشکی در اختیار دامداران قرار داشته و توسط دامپزشکان نیز جهت بیماریهای مختلفی بصورت تزریقی سیستمیک استفاده می شود. لذا، با توجه به بررسيها، پيشنهادات و قوانين موجود در كشورهاي نامبرده و برخی ممالك ديگر، و نيز اخطارهاي سازمان جهاني بهداشت F.A.O و سازمان نظارت بر دارو و غذاي امريكا در زمينه خطرات ناشي از بقاياي آنتي بيوتيك در شير و ساير فرآورده هاي دامي كه بدنبال تجويز داخل پستاني و يا عمومي اين داروها در شير پديدار مي گردند، لازم است توصيه هاي کارخانه های سازنده و سازمان های مسئول در زمينه مصرف اين دارو به كار بسته شوند. از طرفي لازم است كه به منظور سلامت مصرف كنندگان، شير خام تحويلي به كارخانه ها نيز بطور منظم از جهت حضور باقيمانده هاي آنتي بيوتيكي مورد كنترل قرار گيرند. 
Determination of Gentamicin residues in the raw milk delivered to Mashhad pasteurization plant and in the pasteurized milk obtained from the same raw milk. 
Fallah Rad, A. H., Mohsenzadeh, M.
, Assadpur, H. R. 

Abstract

According to the international standards, presence of the antibiotics in the milk and milk products is not tolerated because it may initiate allergic reactions and other problems in the alimentary tract. On the other hand, presence of the antibiotics in milk interferes with the fermentation activities of the starter bacteria necessary in cheese, butter and other dairy products production. Presence of antibiotics in the raw milk should be checked thoroughly in the pasteurization plants. Aminoglycosides, including gentamicin, are a group of antibiotics that are used in the treatment of mastitis in the milking and dry dairy cows in the form of systemic and/or local preparations. After using antibiotics, until the end of withdrawal time, almost all of them appear in the raw milk. One of the best methods to determine presence of Gentamicin in the milk is ELISA which has high sensitivity and specificity. In the present study, 68 milk samples including 40 bulk tank raw milk samples and 28 pasteurized milk samples have been tested by ELISA. Results of the test showed that totally, 11.76% of both raw and pasteurized milk samples were contaminated and 88.24% contained no gentamicin residue. In the contaminated milk samples, the highest concentration of the antibiotic was in the range of 0.63-1.25ng/ml of milk and the least concentration was in the range of 0.3-0.625ng/ml. Antibiotic concentrations in the raw and pasteurized milk were not significantly different (p>0.05). In order to have a more precise assessment of the results, supplemental lab tests were required (i.e. by use of HPLC) for reconfirmation of the results. Results of the experiment showed the necessity of the routine monitoring of milk and milk products for the detection of antibiotic residues. 
Key words: Antibiotics, Pasteurized milk, Raw milk, Gentamicin.
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� Screening Test


� Bacillus stearothermophilus


� Elisa


� Radio Immunoassay


� Edible tissues


� Staphylococcus epidermidis


� Stop solution


� Recovery rate


� B = Binding fraction
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